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Реферат: У роботі представлено результати дослідження впливу холодової експозиції при 4°С на хлорофіло-, гемо- та ри-
зогенез у калюсній культурі сортів пшениці м’якої озимої. Було встановлено закономірності процесів морфогенезу у культурі 
in vitro пшениці м’якої озимої за різної тривалості дії (15, 30 та 45 діб) позитивної пониженої температури. Використовували 
калюсну культуру 2–3-го пасажів сортів — Дорідна, Статна та Астет. Результати експериментів показали, що за поперед-
ньої яровизації калюсів протягом 30 та 45 діб значною мірою стимулюються хлорофіло- та гемогенез, під час подальшого 
культивування це підвищує частоту отримання рослин-регенерантів. Ефективність даних процесів залежить від генотипу вихід-
ного сорту та тривалості дії холодової обробки. Припускається, що у калюсній культурі пшениці м’якої озимої може відбуватися 
яровизація, пов’язана з експресією генів VRN, яка проявляється у зміні процесів морфогенезу.

Ключові слова: Triticum aestivum L., калюсна культура in vitro, гени VRN, яровизація, морфогенетичні реакції, хлорофілогенез, 
гемогенез, ризогенез. 

Abstract: The paper presents the fi ndings on the impact of cold exposure at 4°C on chlorophylogenesis, hemogenesis 
and rhizogenesis in callus culture of winter wheat cultivars. The patterns of morphogenesis in the soft winter wheat in vitro culture 
during  exposure to positive low temperature of various durations (15, 30 and 45 days) have been established. The callus culture of 2–
3 passages of cv. Doridna, Statna and Astet was used. The results of experiments showed the preliminary vernalization of calluses 
for 30 and 45 days to strongly stimulate the chlorophylogenesis and hemogenesis, thereby increasing the frequency of obtaining 
the regenerant plants during further cultivation. The effi  ciency of these processes depended on the original cultivar genotype and cold 
treatment duration. The vernalization, associated with the VRN genes expression,  manifested in morphogenesis change, was assumed to 
occur in the soft winter wheat in vitro culture.

Key words: Triticum aestivum L., in vitro callus culture, VRN genes, vernalization, morphogenetic responses, chlorophylogenesis, 
hemogenesis, rhizogenesis.
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Пшениця м’яка озима — основна продовольча 
культура в світовому землеробстві та Україні [7], 
тому дослідження закономірностей її росту і роз-
витку на різних рівнях організації має вирішальне 
значення для стабільності врожаїв [8].

Для створення нових та більш досконалих со-
ртів пшениці м’якої озимої широко використо-
вуються методи фітобіотехнології — культиву-
вання рослин в умовах in vitro [5]  На даний час 
розробляються різні підходи до дослідження мор-
фогенетичних процесів у калюсних культурах, 
вивчається вплив зовнішніх факторів з метою ро-
зробки технології створення стійких до несприят-
ливих умов середовища сортів [7, 14, 21]. Знижену 
температуру застосовують як фактор підвищення 
ефективності андрогенезу. Показано, що витри-
мування колосся пшениці та ячменю, бутонів 
картоплі та тютюну за 7–14°С сприяє збільшен-

Soft winter wheat is a major food crop in 
the world and Ukrainian agriculture [16], there-
fore to study the patterns of its growth and 
development at diff erent organization levels is of 
crucial importance for crop stability [17].

The phytobiotechnology tools i. e. in vitro plant 
culture have been widely used to create the novel 
and more advanced soft winter wheat cultivars 
[11]. Currently, various approaches to investigate 
the morphogenesis in callus cultures are developed, 
and the impact of external factors is under study 
to design the technology for creating the cultivars 
resistant to adverse environmental conditions [2, 
15, 16]. The low positive temperature is used as 
a factor of increasing the androgenesis effi  ciency. 
The exposure of wheat and barley ears, potato 
and tobacco buds at 7–14°C was shown to augment 
the embryoid number [8]. The impact of low 
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ню кількості ембріоїдів [4]. Вплив зниженої тем-
ператури на процеси морфогенезу в калюсних 
культурах досліджено недостатньо. Наразі даний 
фактор використовують тільки для виявлення 
стресових реакцій у калюсах, зокрема, холодо- 
і морозостійкості, накопичення природних кріо-
протекторів (білків, вуглеводів) [16, 20]. Такі 
роботи набувають важливого значення для роз-
ширення наявних уявлень про закономірності 
перебігу процесів морфогенезу в культурі in vitro 
пшениці м’якої озимої. Проте не визначена роль 
генів VRN у регуляції морфогенезу. Відомо, що 
ці гени детермінують потребу в яровизації, не-
обхідній для переходу рослин пшениці озимої 
в генеративний стан [10, 18, 19]. На даний час 
досить глибоко досліджені фенотипові ефекти ге-
нів VRN на темпи розвитку пшениці озимої [11, 
22], а також молекулярно-біологічні механізми 
їхньої експресії [12, 13]. Слід зазначити, що вплив 
генів VRN на морфогенетичні процеси в культурі 
in vitro практично не вивчений, хоча роботи у 
цьому напрямі важливі для розуміння механізмів 
стабільності генетичних систем регуляції роз-
витку пшениці озимої в умовах порушення ціліс-
ності рослинного організму. Відомо, що у даної 
культури гени VRN знаходяться в рецесивному 
стані, але під впливом яровизації відбувається їх 
експресія, що необхідно для переходу рослин до 
колосіння та плодоношення [10, 18]. Ймовірно, 
вплив пониженої температури на калюсну куль-
туру може зумовити експресію генів VRN, що 
подібно до процесів у рослинах або проростках 
пшениці озимої в умовах in vivo. 

Мета роботи — встановлення характеру та ін-
тенсивності морфогенетичних процесів у куль-
турі in vitro пшениці м’якої озимої за різної трива-
лості дії зниженої температури.

Матеріали і методи 
У дослідженні були використані три сорти 

пшениці м’якої озимої Triticum aestivum L. — 
Дорідна, Статна і Астет (створені в Інституті 
рослинництва ім. В.Я. Юр’єва НААН України), 
які є високопродуктивними, стійкими до абіо-
тичних та біотичних чинників, мають підвище-
ну морозостійкість. Досліджувані сорти внесені 
до Державного реєстру сортів рослин Украї-
ни.

Для виконання експерименту проводили тем-
поральну яровизацію озимої пшениці: калюси 
первинної культури витримували в умовах зни-
женої температури (4ºС) протягом 15, 30 і 45 діб 
за умов культивування на живильному середови-
щі Мурасиге і Скуга (МС) із додаванням 2 мг/л 
2,4 дихлорфеноксиоцтової кислоти. Після тер-

positive temperature on morphogenesis in callus 
cultures has remained poorly studied. Currently, 
this factor is only used to detect the stress responses 
in calluses, in particular, cold and frost resistance, 
accumulation of natural cryoprotectants (proteins, 
carbohydrates) [7, 14]. These reports are of great 
importance to expand the existing ideas about 
the morphogenesis course regularities in the soft 
winter wheat in vitro culture. However, the role 
of VRN genes in morphogenesis regulation has 
not been defi ned yet. These genes are known to 
determine the need for vernalization, being ne-
cessary for winter wheat plant transition to ge-
nerative state [10, 13, 23]. At present, the phenotypic 
eff ects of VRN genes on development rates 
of winter wheat [12, 18], as well as molecular and 
biological mechanisms of their expression [1, 22] 
have been studied quite thoroughly. Notably, that 
the impact of VRN genes on morphogenesis in 
the in vitro culture has remained virtually unstu-
died, although the research in this direction is im-
portant to understand the mechanisms of genetic 
system stability for regulating the winter wheat 
development when the plant organism’s integrity 
is compromised. In this culture, the VRN genes 
are known to be in a recessive state, but under 
vernalization impact their expression occurs, that is 
necessary for plant transition to earing and fruiting 
[10, 23]. The impact of positive low temperature 
on callus culture likely stipulates the VRN genes 
expression, being similar to the in vivo processes 
in the winter wheat plants or seedlings.

The research aim was to explore the nature 
and intensity of morphogenetic processes in 
the soft winter wheat in vitro culture under expo-
sure to low positive temperature of diff erent du-
ration.

Materials and methods
Here, we have used three cultivars of soft 

winter wheat Triticum aestivum L.: Doridna, 
Statna and Astet (created at the Plant Production 
Institute named after V.Ya. Yuryev of the Na-
tional Academy of Agrarian Sciences of Ukraine), 
being highly productive, resistant to abiotic and 
biotic factors, and having increased frost resis-
tance. The studied cultivars are included in the 
State Register of Plant Varieties of Ukraine.

To perform the experiment, the winter wheat 
was temporarily vernalized, i. e. the calluses of 
the primary culture were exposed to low positive 
temperature (4ºС) for 15, 30 and 45 days, when 
cultured with Murashige and Skoog (MS) nutrient 
medium, supplemented with 2 mg/l of 2.4 dich-
lorophenoxyacetic acid. After thermal induc-
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моіндукції калюси пасивували на регенераційне 
середовище (РС), до складу якого входили се-
редовище МС доповнене фітогормонами: 3 мг/л 
6-бензиламінопурину і 0,5 мг/л нафтилоцтової 
кислоти. Культивували в люмінестаті (інтенсив-
ність освітлення — 2 клк, фотоперіод — 16/8 го-
дин (день/ніч), температура — (19 ± 3)ºС). 

Контрольним варіантом були калюси пересад-
кової культури, які культивували в термостаті при 
26ºС протягом 15, 30 і 45 діб та одночасно з дос-
лідними зразками пасивували на РС і переноси-
ли у люмінестат. Після 4–6 тижнів культивування 
в контрольних та дослідних калюсах аналізували 
ефективність хлорофілогенезу (біосинтез хлоро-
філу), гемогенезу (розвиток надземної частини 
рослинного організму) та ризогенезу (розвиток 
кореневої системи). 

Для отримання первинної калюсної культури 
використовували зрілі зародки пшениці, які ви-
діляли із зернівок в асептичних умовах [2, 23]. 
Далі їх стерилізували 20 хв 15%-м розчином 
гіпохлориту натрію, тричі промивали (по 10 хв) 
дистильованою водою, поміщали в стерильні 
чашки Петрі на вологий фільтрувальний папір 
і пророщували 36–48 годин до накльовування 
у термостаті при 26ºС. Потім у стерильних умовах 
ламінар-боксу із зернівок виділяли зародки, які 
по 7–10 штук поміщали в стерильні чашки Петрі 
на середовище МС + 2 мг/л 2,4 дихлорфенокси-
оцтової кислоти для індукції калюсогенезу. Ізо-
льовані зародки культивували у термостаті в 
темряві при 26ºС. Усі процедури здійснювали 
за розробленими нами протоколами [2].

У калюсній культурі визначали ефективність 
калюсогенезу за відсотком зародків, які сформува-
ли калюсну тканину (загальна кількість калюсів/
загальне число зародків), та ефективність морфо-
генезу (у відсотках) за показниками хлорофіло-, 
гемо- та ризогенезу (загальне число морфоген-
них калюсів/загальна кількість калюсів).

У роботі було проведено три незалежні серії 
експериментів для кожного сорту пшениці.

Отримані дані статистично обробляли з вико-
ристанням методу парного порівняння середніх 
за t-критерієм Стьюдента при  р ≤ 0,05 [3].

Результати та обговорення 
Для одержання пересадкової культури (наро-

щування калюсної тканини) зародки культиву-
вали на середовищі МС протягом 25–28 діб. У 
первинній культурі визначали ефективність ка-
люсогенезу досліджуваних сортів. Результати по-
казали, що за цим показником сорти відрізнялися 
тільки протягом 7 діб від початку культивування. 
У сортів Статна і Астет ефективність калюсо-

tion, the calluses were passaged onto regeneration 
medium (RM), included MS medium supplemented 
with phytohormones: 3 mg/l of 6-benzylaminopurine 
and 0.5 mg/l of naphthylacetic acid. Cultivation 
was carried out in a luminestat (2 klx illumina-
tion intensity, 16/8 hours (day/night) photoperiod, 
(19 ± 3)ºС temperature).

The control variants were the calluses of rep-
lanting culture, which were cultivated in a ther-
mostat at 26ºС for 15, 30 and 45 days, passaged 
with RM and transferred to a luminestat simul-
taneously with the experimental specimens. 
After 4–6 weeks of cultivation, the control and 
experimental calluses were analyzed for the 
effi  ciency of chlorophyllogenesis (chlorophyll bio-
synthesis), hemogenesis (development of aerial 
plant part) and rhizogenesis (root develop-
ment).

To obtain the primary callus culture, there 
were used the mature wheat germs, isolated from 
the caryopses in aseptic conditions [5, 19]. Next, 
they were sterilized for 20 min with a 15% sodium 
hypochlorite solution, washed thrice (10 min each) 
with distilled water, placed in sterile Petri dishes 
on moist fi lter paper and germinated for 36–48 hrs 
in a thermostat at 26ºС until swelling. Then, 
under sterile conditions of laminar box, the germs 
were isolated from caryopses, and 7–10 of them 
were placed in sterile Petri dishes on MS me-
dium + 2 mg/l of 2.4 dichlorophenoxyacetic acid 
for callusogenesis induction. The isolated germs 
were cultured in a thermostat at dark at 26ºС. All 
the procedures were carried out according to the 
protocols we developed [5].

In the callus culture, the effi  ciency of calluso-
genesis was calculated by the percentage of germs 
that formed callus tissue (total number of calluses/
total number of germs) and that of morpho-
genesis (in percentage) was done by chlorophyll-, 
hemo-, and rhizogenesis indices (total number 
of morphogenic calluses/total number of cal-
luses).

Here, three independent series of experiments 
were carried out for each wheat cutivar.

The obtained data were statistically processed 
using the method of pairwise comparison of 
the means by the Student’s t-test at p ≤ 0.05 [3].

Results and discussion
To obtain a replanting culture (growth of 

callus tissue), the germs were cultivated with the 
MS medium for 25–28 days. In the primary cul-
ture, the callusogenesis effi  ciency of the studied 
cultivars was determined. The fi ndings showed 
that the cultivars diff ered by this index within 
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генезу була значно вища у порівнянні з сортом 
Дорідна. Вірогідно, це пов’язано з генотиповими 
особливостями досліджуваних сортів, оскільки 
введення зародків в культуру і морфогенетичні 
процеси залежать від генотипу донора [16, 17, 24]. 
На 14-ту добу інкубації у всіх сортів цей показ-
ник був однаковим (таблиця).

Одержану пересадкову калюсну культуру ви-
користовували для визначення дії зниженої тем-
ператури на характер та інтенсивність морфо-
генетичних процесів (рис. 1, A). 

Результати показали, що після 15-добової 
дії зниженої температури у калюсах усіх дослід-
жуваних сортів стимулювався процес хлоро-
філогенезу, найбільш інтенсивно — у сорту 
Астет, найменш інтенсивно — у сорту Дорідна 
(рис. 2, A).

Вірогідно, що різниця сортів пшениці за про-
цесом хлорофілогенезу пов’язана з їхніми ге-
нотиповими відмінностями — здатністю утво-
рювати хлорофіл у системі in vitro та реакцією 
на умови культивування калюсів.

Аналіз гемогенезу показав (рис. 2, B), що дія 
зниженої температури викликала його істот-
ну стимуляцію. При цьому максимальна інтен-
сивність гемогенезу була у сорту Астет, а міні-
мальна — у сорту Дорідна. Сорт Астет проявляв 
тенденцію до зростання інтенсивності гемогене-
зу за пониженої температури. Відомо, що гемо-
генез — це утворення у калюсах меристемних 
осередків, у яких відбувається диференціація 
морфологічних структур (утворення зачатків 
стебла, листків та коренів або квіткових генера-
тивних бруньок) [6]. При цьому вони формують-
ся по краях калюсів або можуть заглиблюватися 

7 days only from the beginning 
of cultivation. In cv. Statna 
and Astet, the callusogenesis 
effi  ciency was signifi cantly 
higher vs. Doridna. This was 
likely due to genotypic features 
of the studied cultivars, since 
the introduction of germs in-
to the culture and morpho-
genetic processes depended on 
donor genotype [7, 9, 20]. To 
day 14 of incubation, this index 
was the same in all the cul-
tivars (Table).

The obtained replanting cal-
lus culture was used to determine 
the eff ect of low positive tem-
perature on the nature and 
intensity of morphogenetic pro-
cesses (Fig. 1 A).

Ефективність первинного калюсогенезу сортів пшениці м’якої озимої
Effi  ciency of primary callusogenesis of soft winter wheat cultivars

Сорт пшениці
Wheat cultivar

Ефективність калюсогенезу за культивування, % 
Callusogenesis efficiency under cultivation, %

7 діб 
7 days

14 діб 
14 days

Дорідна 
Doridna 56,7 ± 2,8 100,0 ± 4,3

Статна 
Statna 75,0 ± 3,8 100,0 ± 4,5

Астет 
Astet 75,0 ± 3,8 100,0 ± 4,3

A 15-day exposure to low positive temperature 
showed the chlorophyllogenesis stimulation in 
calluses to occur in all the studied culitvars, it did 
most intensively in cv. Astet, and least intensively 
in cv. Doridna (Fig. 2A).

Diff erences between the wheat cultivars by 
chlorophyllogenesis are likely related to their ge-
notypic distinctions, i. e. the ability to form chlo-
rophyll in vitro and the response to callus cultiva-
tion conditions.

The hemogenesis analysis revealed (Fig. 2B) 
the eff ect of low positive temperature to induce its 
signifi cant stimulation. Herewith, cv. Astet had 
the maximum intensity of hemogenesis, and the 
minimum one was in cv. Doridna. The cv. Astet 
showed a tendency to increase the hemogenesis 
intensity at low positive temperature. It is known 
that the hemogenesis is formation of meristem 
foci in calluses, where the diff erentiation of mor-
phological structures (formation of primordia 
of stem, leaves and roots or fl ower generative 
buds) occurs [24]. At the same time, they are 
formed on the edges of calluses or they can pe-
netrate into their tissue [21]. Therefore, more 
intensive hemogenesis in calluses of all the wheat 
cultivars under the impact of low positive tempe-
rature as compared with the control testifi ed to 
its favorable eff ect on diff erentiation processes. 
The diff erence in hemogenesis frequency in cal-
luses indicated the genotype dependence of cul-
tivars on this factor.

The rhizogenesis frequency after 15-day tem-
perature exposure approached the control (Fig. 2C). 
An increased rhizogenesis was observed in cal-
luses of cv. Statna and Astet as compared with 
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у їхню тканину [9]. Отже, більш інтенсивний 
гемогенез у калюсах усіх сортів пшениці за дії 
зниженої температури у порівнянні з контролем 
свідчить про її сприятливу дію на процеси ди-
ференціації. Різниця частоти гемогенезу у калю-
сах вказує на генотипову залежність сортів від 
цього фактора.

Частота ризогенезу після 15-добової тем-
пературної експозиції наближалася до контро-
лю (рис. 2, C). У калюсах сортів Статна і Астет 
спостерігали підвищений ризогенез порівня-
но з сортом Дорідна. Отже, 15-добова обробка 
зниженою температурою не впливала на цей 
процес, але він істотно залежав від генотипу. 

Результати визначення морфогенетичних про-
цесів у калюсах досліджуваних сортів пшениці 
після 30-добової дії зниженої температури наве-
дено на рис. 3. Відзначали початок диференціа-
ції калюсної культури з утворенням меристем-
них зародків з наявним хлорофілом та корінців 

Doridna. So, a 15-day exposure to low positive 
temperature did not aff ect this process, but it was 
highly genotype-dependent.

The Fig. 3 presents the results of determining 
the morphogenetic processes in calluses of the 
studied wheat cultivars after a 30-day exposure 
to low positive temperature. The beginning of 
callus culture diff erentiation with forming me-
ristem germs with the present chlorophyll and 
roots was noted (see Fig. 1C). The calluses of cv. 
Statna and Astet showed more intense chlo-
rophyllogenesis in contrast to Doridna (Fig. 3A). 
Hemogenesis was signifi cantly increased in germs 
of all the cultivars under low positive tempe-
rature impact (Fig. 3B). This eff ect was likely 
related to the manifestation of morphogenetic 
processes that refl ected certain stages of VRN gene 
expression. The rhizogenesis occurred quite inten-
sively in all the wheat cultivars (Fig. 3C), but 
its frequency in calluses of control and studied 

Рис. 1. Морфогенетичні реакції калюсної культури пшениці м’якої озимої: A ― пересадкова калюсна культура; 
B ― контрольний варіант після 45 діб за 26°C; C ― хлорофілогенез та ризогенез після 30 діб за 4°C; D ― ге-
моризогенез на РС; E — рослини-регенеранти сорту Астет.
Fig. 1. Morphogenetic responses of soft winter wheat callus culture: A – replanting callus culture; B – control variant 
after 45 days at 26°C; C – chlorophyllogenesis and rhizogenesis after 30 days at 4°C; D – hemorhizogenesis on RM; 
E – regenerant plants of cv. Astet.

AA BB CC

DD EE
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(див. рис. 1, C). У калюсах сортів Статна і Ас-
тет спостерігали більш інтенсивний хлорофіло-
генез на відміну від сорту Дорідна (рис. 3, A). 
Під впливом зниженої температури у зародках 
усіх сортів істотно зростав гемогенез (рис. 3, B). 
Вірогідно, такий ефект пов’язаний з проявом 
морфогенетичних процесів, які відображують 
певні етапи експресії генів VRN. Процес ризо-
генезу відбувався достатньо інтенсивно у всіх 
сортів пшениці (рис. 3, C), однак у калюсах сортів 
Дорідна і Астет він був однаковим за частотою 
у контрольному і дослідному варіантах. У сорту 
ж Статна знижена температура істотно гальму-
вала утворення корінців у калюсах. Одержані 
дані вказують на те, що морфогенетичні процеси 
у калюсній культурі залежать як від дії пони-
женої температури, так і від генотипу сорту [6, 21].

Результати визначення морфогенетичних ре-
акцій у калюсах досліджуваних сортів після 
дії пониженої температури протягом 45 діб на-

variants of cv. Doridna and Statna was the same. 
In calluses of cv. Astet, the low positive tempe-
rature signifi cantly stimulated the root formation. 
These fi ndings showed the morphogenetic pro-
cesses in callus culture as dependent on both the 
eff ect of low temperature and cultivar genotype 
as well [15, 24].

The Fig. 4. demonstrates the results of determi-
ning the morphogenetic responses in calluses of 
the studied cultivars after exposure to low tempera-
ture for 45 days. A quite developed root system 
and formation of green leaves were noted (see 
Fig. 1D). A cold exposure of this duration was 
shown to promote an intensive chlorophyllogenesis 
in calluses of all the wheat cultivars (Fig. 4A). 
Herewith, in calluses of cv. Doridna it was the 
highest, in those of Statna and Astet it was equal, 
but lower than in Doridna calluses. Thus, the cul-
tivars were diff erent in chlorophyll synthesis, 
which was likely due to their genotypic charac-
teristics. The results of hemogenesis determining 
showed it as nearly absent in the control va-
riant of wheat calluses of all the cultivars, i. e.
the rates of meristem primordia formation were 
1–2% (Fig. 4B, see Fig. 1B). However, in the 
studied variant, these foci in calluses of cv. 
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Рис. 2. Морфогенетичні реакції (хлорофілогенез 
(A), гемогенез (B) та ризогенез (C)) після 15-добової 
холодової експозиції (4°С) пересадкової калюсної куль-
тури сортів пшениці озимої за культивування на РС: 
■ — експозиція при 4°C; ■■ — експозиція при 26°С; 
* — різниця значуща відносно контролю, р ≤ 0,05.
Fig. 2. Morphogenetic responses (chlorophyllogenesis 
(A), hemogenesis (B) and rhizogenesis (C)) after 
15-day cold exposure (4°C) of replanting callus culture 
of winter wheat cultivars when  cultivated with RM: ■ – ex-
posure at 4°C, ■ ■ – exposure at 26°C; * – diff erence 
is signifi cant as compared with the control, р ≤ 0.05.
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ведено на рис. 4. Відзначали досить розвинену 
кореневу систему та утворення зелених листків 
(див. рис. 1, D). Показано, що холодова експо-
зиція такої тривалості сприяла інтенсивному 
хлорофілогенезу у калюсах усіх сортів пшениці 
(рис. 4, A). При цьому у калюсах сорту Дорід-
на він був найбільший, у калюсах сортів Статна 
і Астет — однаковим, але нижчим ніж у калю-
сів сорту Дорідна. Отже, за синтезом хлорофілу 
сорти відрізнялися, що, вірогідно, зумовлено їх-
німи генотиповими особливостями. Результати 
визначення процесу гемогенезу показали, що 
у контрольному варіанті калюсів пшениці всіх 
сортів він практично не відбувався: показни-
ки утворення меристемних зачатків були 1–2% 
(рис. 4, B, див. рис. 1, B). Проте у дослідно-
му варіанті такі осередки у калюсах сортів До-
рідна, Статна і Астет становили 35, 30 і 12,5% 

Doridna, Statna, and Astet were 35, 30, and 
12.5%, respectively. This fact might prove that 
the low positive temperature stimulated the pro-
cesses associated with morphogenetic develop-
ment, that subsequently ensured the regenerant plant 
formation. To day 45 of low positive temperature 
eff ect, the vernalization, and hense the VRN gene 
expression were likely completed. It is known that 
in the in vivo system, the eff ect of low positive 
temperature for 45 days is enough to complete 
vernalization in most soft winter wheat cultivars 
[10, 12].

The results of study of a 45-day eff ect of low 
temperature on rhizogenesis in callus culture 
of all the studied wheat cultivars showed the 
root formation to proceed much more intensi-
vely than in the control variant (Fig. 4C). No-
tably, that the wheat cultivars did not diff er by 
this index, since 100% of calluses formed the 
roots. At the same time, in the control variant 
of cv. Doridna and Astet the rhizogenesis was 
diff erent, as about 80% of calluses formed the 
roots, and in cv. Statna it was 60%, thus testifi ed 
to the dependence of this process on cultivar geno-
type.
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Рис. 3. Морфогенетичні реакції (хлорофілогенез (А), 
гемогенез (В) та ризогенез (С)) після 30-добової холо-
дової експозиції (4°С) калюсної культури сортів 
пшениці озимої за культивування на РС: ■ — 
експозиція при 4°C; ■■ — експозиція при 26°С; * — різни-
ця значуща відносно контролю, р ≤ 0,05.
Fig. 3. Morphogenetic responses (chlorophyllogenesis 
(A), hemogenesis (B) and rhizogenesis (C)) after 
30-day cold exposure (4°C) of callus culture of winter 
wheat cultivars when cultured with RM: ■ – exposure 
at 4°C, ■ ■ – exposure at 26°C; * – diff erence is signifi cant 
as compared with the control, р ≤ 0.05.
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відповідно. Цей факт може свідчити про сти-
мулювання пониженою температурою процесів, 
пов’язаних із морфогенетичним розвитком, що 
в подальшому забезпечує процес утворення 
рослин-регенерантів. Вірогідно, що на 45-ту добу 
дії пониженої температури завершується про-
цес верналізації, а отже і експресії генів VRN. 
Відомо, що у системі in vivo для завершення 
яровизації у більшості сортів пшениці озимої 
м’якої достатньо дії пониженої позитивної тем-
ператури протягом 45 діб [11, 18].

Результати вивчення 45-добової дії пониже-
ної температури на процес ризогенезу у калюсній 
культурі всіх досліджуваних сортів пшениці 
показали, що утворення корінців відбувалося 
значно інтенсивніше, ніж у контрольному варіанті 
(рис. 4, С). Зазначимо, що сорти пшениці не 
відрізнялися за цим показником, оскільки 100% 
калюсів утворили корінці. Водночас у контроль-
ному варіанті сортів Дорідна і Астет ризогенез 

Observations showed the eff ect of low positive 
temperature within 45 days to induce formation 
of developed roots and leaves (see Fig. 1D, E). 
Assuming in our research the eff ect of low po-
sitive temperatures on calluses of soft winter 
wheat cultivars to be an analogue of verna-
lization, during which the morphogenetic pro-
cesses, associated with the VRN gene expres-
sion might change, it was expedient to analyze 
their dynamics. It is known that during in vivo 
vernalization, the gradual changes in physio-
logical and biochemical processes, as well as 
VRN gene expression, occur within a certain 
time. Herewith, the impact of vernalization on 
the soft winter wheat plant development is only 
implemented when the expression is completed 
[18].

The performed analysis showed the frequency 
of morphogenetic processes after exposure to low 
positive temperature to be higher in the calluses 
of all the wheat cultivars, with except of the 
temperature, which was optimal for cultivation, 
but could not be the vernalization factor. This 
may testify to the morphogenesis stimulation in 
the in vitro culture by low possitive temperatures, 
similar to the way this process occurs in vivo. 

Рис. 4. Морфогенетичні реакції (хлорофілогенез 
(А), гемогенез (В) та ризогенез (С)) після 45-добової 
холодової експозиції (4°С) калюсної культури сор-
тів пшениці озимої за культивування на РС: ■ — 
експозиція при 4°C; ■■ — експозиція при 26°С; * — різни-
ця значуща відносно контролю, р ≤ 0,05.
Fig. 4. Morphogenetic responses (chlorophyllogenesis 
(А), hemogenesis (B) and rhizogenesis (C)) after 45-day 
cold exposure (4°С) of callus culture of winter 
wheat cultivars when cultured with RM: ■ – exposure 
at 4°C, ■ ■ – exposure at 26°C; * – diff erence is signifi -
cant as compared with the control, р ≤ 0.05.
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був різним, оскільки корінці утворили близько 
80% калюсів, а у сорту Статна — 60%, що свід-
чить про залежність цього процесу від генотипу 
сорту. 

Спостереження показали, що дія пониже-
ної температури протягом 45 діб викликала фор-
мування розвинених коренів та листя (див. рис. 
1, D, Е). У нашому досліді ми припускали, що 
вплив понижених температур на калюси сортів 
пшениці озимої м’якої є аналогом яровизації, 
протягом якої можливі зміни морфогенетичних 
процесів, пов’язаних із експресією генів VRN, 
тому було доцільним проаналізувати їхню ди-
наміку. Відомо, що під час яровизації in vivo 
протягом певного часу відбуваються поступові 
зміни фізіолого-біохімічних процесів, а також екс-
пресії генів VRN. При цьому вплив яровиза-
ції на розвиток рослин пшениці м’якої озимої 
реалізується тільки після завершення експресії 
[22]. 

Проведений аналіз показав, що після дії по-
ниженої температури у калюсах усіх сортів пше-
ниці частота морфогенетичних процесів, за окре-
мими винятками, була вищою, ніж після впливу 
температури, яка є оптимальною для культиву-
вання, але не може бути фактором яровизації. 
Це може свідчити про стимулювання пони-
женими температурами морфогенезу у культурі 
in vitro, подібно до того, як цей процес відбу-
вається в умовах in vivo. Дане припущення під-
тверджується результатами аналізу динаміки 
досліджуваних процесів.  

Рівень синтезу хлорофілу у калюсах сорту 
Дорідна максимально підвищувався після 45-до-
бової холодової експозиції, а у калюсах сортів 
Статна і Астет така тенденція зберігалася про-
тягом усього періоду термоіндукцї порівняно 
з контролем. 

Частота гемогенезу у калюсах усіх сортів 
пшениці в умовах холодового впливу була вищою 
за контроль. Значуща різниця виявлена у кон-
трольному і дослідному варіантах сорту Дорід-
на. У сортів Статна і Астет динаміка гемогенезу 
була однаковою: на 15 та 30 доби — підвищува-
лася, а на 45 добу — знижувалася, при цьому 
значно перевищувала показники контрольного 
варіанта.

Процес ризогенезу, на відміну від хлорофіло- 
і гемогенезу, менш залежав від дії пониженої 
температури. Так, у калюсах сортів Дорідна і 
Астет протягом 15 та 30 діб частота ризогенезу 
була практично однаковою як у контрольному, 
так і у дослідному варіанті. У калюсах сорту 
Статна даний показник істотно знижувався на 15 
та 30 доби холодової експозиції. У калюсах до-

This assumption is supported by the results of 
analysis of dynamics in the studied processes. 

The level of chlorophyll synthesis in calluses 
of cv. Doridna was maximum increased after 
45-day cold exposure, but in those of cv. Statna 
and Astet, this tendency was maintained during 
the entire period of thermoinduction as com-
pared with the control.

The hemogenesis frequency in calluses of all 
the wheat cultivars under cold exposure was higher 
vs. the control. A signifi cant diff erence was 
found in the control and experimental variants of 
cv. Doridnar. In cv. Statna and Astet, the dynamics 
of hemogenesis was the same, i. e. it increased 
to days 15 and 30, but decreased to day 45, while 
signifi cantly exceeded the indices of control 
variant.

The rhizogenesis, in contrast to chlorophyll- 
and hemogenesis, was less dependent on low 
temperature impact. For example, in calluses of 
cv. Doridna and Astet, the rhizogenesis frequency 
was virtually the same within 15 and 30 days both 
in the control and experimental variants. In those 
of cv. Statna, this index was signifi cantly decreased 
to days 15 and 30 of cold exposure. In calluses 
of the studied cultivars, the rhizogenesis occurred 
more intensively to day 45 only, as compared with 
the control.

These fi ndings showed all the wheat cultivars 
to have diff erences by morphogenesis dynamics, 
which might be due to the response of their geno-
type to duration of low temperature eff ect. It is 
known that various winter wheat cultivars need 
diff erent duration of vernalization (from 30 to 
60 days) for transition to the generative state [12, 18].

Thus, our fi ndings demonstrated a stimulating 
eff ect of low positive temperature on morphogenetic 
processes in the winter wheat in vitro culture, 
which might testify to the ‘switching’ of the plant 
development program from the vegetative to 
generative one as the main criterion for implemen-
ting vernalization [10]. We believe that it may be 
due to the vernalization processes associated with 
the VRN genes expression, that occur in calluses. 
If the integrity of plant organism is likely com-
promised, the functional stability of VRN gene 
system, i. e. the need for vernalization, is kept. 
This statement is confi rmed by our previously 
fi ndings [4] and the reported data [22], accor-
ding to which the winter wheat cultivars showed 
the change of recessive state to dominant VRN-B1 
gene (the main repressor of its transition to ge-
nerative development) as occurred during verna-
lization. In addition, we have shown that 
under in vitro conditions in the wheat isogenic 
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сліджуваних сортів порівняно з контролем ризо-
генез відбувався більш інтенсивно тільки на 45 
добу. 

Результати показали, що всі сорти пшени-
ці мали відмінності за динамікою морфогенезу, 
що може бути пов’язано з реакцією їхнього 
генотипу на тривалість дії пониженої температу-
ри. Відомо, що для переходу різних сортів ози-
мої пшениці до генеративного стану необхідна 
різна тривалість яровизації (від 30 до 60 діб) [11, 
22]. 

Отже, одержані результати вказують на сти-
мулюючу дію пониженої температури на мор-
фогенетичні процеси у культурі in vitro пшениці 
озимої, що може свідчити про «переключення» 
програми розвитку рослини з вегетативної на 
генеративну як основного критерію здійснен-
ня яровизації [18]. На нашу думку, причина по-
лягає у тому, що у калюсах можуть відбуватися 
яровизаційні процеси, пов’язані з експресією 
генів VRN. Вірогідно, що за умов порушення 
цілісності рослинного організму зберігається 
функціональна стабільність системи генів VRN, 
тобто потреба у яровизації. Це положення під-
тверджується одержаними нами раніше резуль-
татами [1] та літературними даними [12], згідно 
з якими у сортів пшениці озимої зміна реце-
сивного стану на домінантний гену VRN-B1 
(головний репресор її переходу до генеративного 
розвитку) відбувається під час яровизації. Крім 
того нами показано, що у ізогенних за генами 
VRN-ліній пшениці в умовах in vitro алельний 
стан їхніх локусів зберігається таким, як і в умо-
вах in vivo [1, 15].

Отримані результати у подальшому можуть 
використовуватися для обґрунтування нових ме-
тодів регуляції темпів розвитку рослин пшениці 
озимої.

Висновки
За результатами експериментів встановлено, 

що дія позитивних низьких температур на пере-
садкову калюсну культуру сортів пшениці м’якої 
озимої приводить до стимулювання морфогене-
тичних процесів у культурі in vitro — хлорофіло-, 
гемо- та ризогенезу.

1. Активація хлорофіло- та гемогенезу відбу-
вається у всіх досліджуваних сортів озимої пше-
ниці після 15-, 30- та 45-добової (максимально) 
холодової експозиції.

2. Процес ризогенезу не залежить від термоін-
дукції протягом 15 та 30 діб. Істотно стимулюєть-
ся після 45 діб дії понижених температур (4°С) 
у всіх досліджуваних сортів озимої пшениці — 
Дорідна, Статна та Астет.

VRN lines, the allelic state of their loci remains 
the same as in vivo [4, 6].

These fi ndings may be further used to substan-
tiate the novel techniques for regulating the rates 
of winter wheat plant development.

Conclusions
The results of the experiments revealed the 

eff ect of low positive temperatures on the replanting 
callus culture of soft winter wheat cultivars to 
stimulate the morphogenetic processes in the 
in vitro culture, i. e. chlorophyll-, hemo- and rhizo-
genesis.

1. Activation of chlorophyll- and hemogenesis 
occurred in all the studied winter wheat cultivars 
after 15-, 30-, and 45-day (maximum) cold expo-
sure.

2. Rhizogenesis did not depend on thermoin-
duction for 15 and 30 days. It was signifi cantly 
stimulated after 45 days of exposure to low 
temperatures (4°С) in all the studied winter wheat 
cultivars: Doridna, Statna and Astet.

3. The effi  ciency of morphogenetic processes 
in callus culture in vitro depended on the genotype 
of the original cultivar and cold exposure duration. 
The cv. Doridna was the most sensitive to vernali-
zation pretreatment of calluses among the studied 
winter wheat cultivars, in the calluses of which 
under low temperature impact the hemogenesis 
was activated within 33–46% vs. the control 
variant.

4. It was established that under the activating 
eff ect of low temperature (4°C) the vernali-
zation processes, associated with the VRN genes 
expression occurred in the soft winter wheat in vitro 
culture. This eff ect was manifested in a changed 
frequency of morphogenetic processes similar to 
the ‘switching’ of the development program of 
winter wheat under in vivo conditions during 
vernalization.
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